クルクミンはAKT-mTOR経路の抑制を介し子宮平滑筋肉腫細胞に抗腫瘍作用をもたらす by 黄  志芳
Curcumin disrupts uterine leiomyosarcoma cells
through AKT-mTOR pathway inhibition



































































































(mammalian target of rapamycin) の 上 流 に 位 置 す る PI3K
（phosphotidylinositol-3-kinases）とAKT（RAC-alpha serine-threonine-protein kinase）
がリン酸化され活性化される。 






















的阻害薬のラパマイシンが有名である。ラパマイシンはmTOR と raptor 
（regulatory-associated protein of mTOR）の間の相互作用を阻害することによって、
専らmTOR complex 1 (mTORC1)の働きを抑制すると言われている。この
mTORC1はサブユニットのraptor、mTOR、PRAS40およびmLST8から形成される。
一方、クルクミンはラパマイシンと同様にmTORC1 を阻害するだけでなく、ラ
パマイシンに耐性を示すmTOR complex 2 （mTORC2）も阻害すると報告された
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SK-UT-1はAmerican Type Culture Collection（ATCC、Manassas市、バージ
ニア州、米国）から購入した細胞株であり、10％FBS （バイオウェスト社）を















細胞の増殖能力はCellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation 












凍融解した細胞はバッファーC（20mM HEPES [pH7.0]、400mM NaCl、1mM EDTA、
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ァーC（20mM HEPES [pH7.0]、400mM NaCl、1mM EDTA、1mM EGTA、1mM DTT、
0.1% proteinase inhibitor cocktail[シグマアルドリッチ]、0.5% Nonidet P-40[シグマ
アルドリッチ]）を用いて細胞を顕濁・融解した。抽出した蛋白質40μg を 用 い
てキット製造者のプロトコールに従ってCaspase-3の活性を測定した。 
 晩期のアポトーシスはTUNEL染色で定量化を行った。ロシュ社（Basel、
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図 1：A: SKN 細胞に 0.1nM から 100nM のラパマイシンを添加し、72 時間で培
養した後、MTS assay を用いて、細胞増殖能力を測定した。B: ラパマイシンに
24 時間曝露させた SKN 細胞における mTOR、p70S6 および S6 のリン酸化につ
いて、ウェスタンブロット法で調べた。C:  ラパマイシンに 24 時間曝露させた




図 2：A:  SKN 細胞に 5μM から 200μM のクルクミンを添加し、72 時間で培養
した後、MTS assay を用いて、細胞増殖能力を測定した。 B:  SK-UT-1 細胞
に 5μM から 200μM のクルクミンを添加し、72 時間で培養した後、MTS assay
を用いて、細胞増殖能力を測定した。C:  クルクミンに 3 時間および 6 時間曝
露させた SKN 細胞における AKT、mTOR、p70S、S6 のリン酸化および AKT、
mTOR、S6 の蛋白質発現量について、ウェスタンブロット法で調べた。β-actin
は総蛋白質の量を示すコントロールである。D:  クルクミンに 3 時間および 6






図 3：A:  クルクミンに 3 時間および 6 時間曝露させた SKN 細胞における Total 
PARP の発現および PARP の断片化（Cleaved PARP）について、ウェスタンブロ
ット法で調べた。β-actin は総蛋白質の量を示すコントロールである。B: Vehicle 
(Veh) および 25μM から 200μM のクルクミンに 3 時間曝露させた後、SKN 細胞
を回収し、Caspase assay を行うための蛋白抽出を行った。Caspase-3 酵素の活性
を Veh と比較し、Student の t 検定で統計学的有意差の検定を行った。P 値は 0.05
より下回ると有意差があるとした。 
 
図 4：A： Veh および 25μM から 200μM のクルクミンに 48 時間曝露させた SKN
細胞を TUNEL assay で染色した。B：TUNEL 染色陽性率（核が黒茶色に染色す
れば陽性）を数値化し、グラフで表した。TUNEL 染色陽性率を Veh と比較し、
Student の t 検定で統計学的有意差の検定を行った。P 値は 0.05 より下回ると有
意差があるとした。 
 




図 6：A： 200μM クルクミンに 3 時間および 6 時間曝露させた SKN 細胞にお
いて AMPK 特異的阻害薬の Compound C の添加の有無が AMPK、mTOR および
S6 のリン酸化に与える影響について、ウェスタンブロット法で調べた。β-actin
は総蛋白質の量を示すコントロールである。B：200μM クルクミンに 3 時間およ
び 6 時間曝露させた SKN 細胞において AMPK 特異的阻害薬の Compound C の添
加の有無が細胞増殖能力に与える影響について、MTS assay で確認した。 
 
図 7：SKN 細胞にそれぞれコントロール（0.1％DMSO [v/v]）、100nM ラパマイ
シンおよび 50μM クルクミンを添加し、0、6、24、48 時間でインキュベータに
て培養した後、細胞を回収しウェスタンブロットを行った。 
 
図 8：アポトーシスの略図 
